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5 M 要 本 试验 则 在 研究 大 豆 异 黄酮 对 肥胖 大 鼠 肠 道 瘦 素 介 导 Janus 激酶 JAK)/ 信 号 转 导 及 转录 激活 因子 


6 ”(STAT) 信 号 转 导 通路 的 调控 作用 ， 探 讨 大 豆 异 黄酮 对 肥胖 大 鼠 的 干预 机 制 。 选 取 80 只 5 周 龄 SD TTE X ER 


7 ”动物 适应 环境 1 周 后 ， 随 机 分 为 基础 饲 粮 组 C12 R) 和 高 脂 饲 粮 组 〈68 HO, ap Fall ta) Ab s SUR ren Ha n] 


8 B. AR 9 周 后 高 脂 饲 粮 组 大 鼠 成 功 建立 食 源 型 肥胖 大 鼠 模型 。 将 40 只 肥胖 大 鼠 随机 分 为 大 豆 异 黄酮 干预 
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9 ” 低 、 中 、 高 剂量 组 和 肥胖 对 照 组 ， 每 组 10 只 。 低 、 中 、 高 剂量 组 大 鼠 分 别 灌 骨 50. 150. 450 mg/kg BW 的 


SIF 提取 物 ， 基 础 饲 粮 组 和 肥胖 对 照 组 灌 胃 不 含 SIF 提取 物 的 溶 媒 剂 。 大 豆 异 黄酮 连续 干预 肥胖 大 鼠 5 周 ， 


监测 大 鼠 体重 , 并 采用 免疫 组 织 化 学 SABC 染色 法 研究 大 鼠 肠 道中 长 型 瘦 素 受 体 (OB-Rb)、Janus 激酶 2JAK2)、 


磷酸 化 的 信号 转 导 与 转录 激活 因子 3(p-STAT3)、 细 胞 因子 信号 3 抑制 因子 (SOCS3) 和 神经 肽 Y(NPY) 的 表达 
二 13 ”和 分 布 。 结 果 显 示 : 试验 各 时 期 基础 饲 粮 组 大 鼠 体 重 均 极 显著 低 于 肥胖 对 照 组 (P<0.0D)。SIF 干预 5 周 后 ， 


Ni 与 肥胖 对 照 组 相 比 ， 各 SIP 干预 组 大 鼠 体 重 均 下 降 ， 并 表现 出 剂量 依赖 性 ， 其 中 中 、 高 剂量 组 极 显著 低 于 


5 ”肥胖 对 照 组 (P<0.01)。 各 组 大 鼠 OB-Rb. JAK2. p-STAT3. SOCS3 和 NPY 在 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 肠 、 结 肠 


和 直肠 均 有 表达 ; 同 基 础 饲 粮 组 相 比 ,肥胖 对 照 组 大 鼠 上 述 5 种 因子 在 个 肠 段 的 表达 量 均 显 著 降 低 (P<<0.05); 


大 豆 异 黄酮 干预 组 中 OB-Rb、JAK2、p-STAT3 和 NPY 的 表达 量 在 各 肠 段 均 较 肥 胖 对 照 组 增多 ， 总 体 呈 现 剂 


量 依赖 性 。 由 此 得 出 ， 大 豆 异 黄酮 可 通过 增加 肠 道 中 OB-Rb 的 表达 ， 激 活 JAK， 加 速 STAT 的 磷酸 化 ， 改 


388 


量 代 谢 ， 减 弱 肥 胖 大 鼠 瘦 素 抵抗 状态 ， 从 而 起 到 减 重 作用 。 
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20 KE]: 大豆 异 黄 酮 ， 免疫 组 织 化 学 SABC 染色 法 ，OB-Rb; JAK2; p-STAT3; SOCS3; NPY; 肥胖 大 鼠 


21 ”中 图 分 类 号 S8112 文献 标志 码 : A 文章 编号 ; 
22 肥胖 症 是 遗传 与 环境 因素 共同 作用 所 致 的 营养 代谢 障碍 性 疾病 , 肥胖 者 患 开 型 糖尿 病 、 血 管 粥 样 硬化 、 


23 ”高 血压 、 脂 肪 肝 等 风险 增加 巾 。 然 而 ， 肥 胖 及 相关 疾病 在 亚洲 国家 发 生 率 较 低 ， 这 可 能 和 亚洲 人 饮食 中 含有 
24 ” 较 多 的 大 豆 以 及 大 豆 相 关 食 物 有 关 目 。 研 究 表明 ， 亚 洲 人 每 日 异 黄酮 的 摄 入 量 为 25~~40 mg， 远 大 于 美国 人 
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Fak ASB), 大 豆 异 黄酮 (soy isoflavone,SIF) 是 一 种 植物 性 肉 激 素 , 具有 与 肉 激 素 相似 的 分 子 结构 和 分 子 量 ， 
能 与 肉 激 素 受 体 结合 ， 具 弱 肉 激 素 样 作用 。 在 多 个 信号 通路 的 作用 下 ， 可 以 减少 前 脂肪 细胞 ， 改 善 血 脂 和 
血糖 代谢 57， 达到 减肥 降 脂 的 功效 外 。 相 关 资 料 证 实 SIF 能 显著 改善 机 体 瘦 素 (leptin,Lep) 水 平 并 调控 机 
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EARO, Lep 是 一 种 由 脂肪 细胞 分 泌 并 能 感知 和 调节 机 体 自身 能 量 的 功能 性 多 肽 00， 主 要 生理 功能 是 调 


节 摄 食 和 能 量 输出 。Lep 与 长 型 瘦 素 受 体 (obese receptor b,OB-Rb) 结 合 后 ， 能 够 磷酸 化 激活 内 源 性 酷 氨 酸 激 


酶 Janus 激酶 2(Janus kinase 2,JAK2) 分 子 , 活化 的 JAK2 能 使 受 体 特定 部 位 的 酷 氨 酸 残 基 (Tyr985 和 Tyr1138) 


磷酸 化 ， 其 中 p-Tyr1138 是 磷酸 化 的 信号 转 导 与 转录 激活 因子 3(phosphorylated signal transducer and activator 


of transcription 3,p-STAT3) 的 锚 定 位 点 ，p-STAT3 分 子 被 磷酸 化 后 ， 形 成 二 聚 体 ， 进 入 细胞 核 内 ， 调 节 特 异 


的 基因 转录 和 蛋白 质 合成 0253， 影 响 膜 电 位 和 动作 电位 发 放 频率 ， 改 变 神经 递 质 和 神经 肽 Y (neuropeptide 


YNPY) 的 释放 , 进而 达到 调节 肥胖 的 作用 。 而 在 哺乳 动物 细胞 系 中 ,细胞 因子 信号 3 Me 


| [K] F (suppressor of 


cytokine signaling 3,SOCS3) 过 量 表达 时 ， 通 过 与 JAK2 分 子 结合 ， 抑 制 Janus 激酶 (Janus kinase 2JAKO 所 


诱导 的 自身 磷酸 化 和 受 体 磷 酸化 ， 能 够 阻 断 Lep 作用 。 在 外 周 系统 中 ， 肠 道 无 疑 是 Lep 作用 的 重要 部 位 。 


因此 ， 为 了 研究 SIP 调控 肥胖 大 鼠 肠 道 中 OB-Rb 及 JAK/ 信 号 转 导 与 转录 激活 因子 (phosphorylated signal 
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transducer and activator of transcription, STAT) 信号 转 导 通路 相关 因子 的 变化 , 探讨 SIF 对 肥胖 的 干预 机 种 


本 试验 利用 免疫 组 织 化 学 链 霉 亲 和 素 -生物 素 - 酶 复合 物 〈SABC) 染色 法 ， 检 测 在 不 同 剂量 SIF 干预 下 大 刀 


肠 道中 OB-Rb. JAK2. p-STAT3. SOCS3 和 NPY 分 布 和 表达 的 变化 ， 以 期 通过 SIF 调节 脂 质 代谢 ， 减 弱 
Lep 抵抗 ， 改 善 动物 体重 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


1.1.1 试验 动物 
试验 动物 为 80 R 5 周 龄 SD 雄性 大 鼠 , 体重 为 (140+10) g, 购 自 于 四 川 省 人 民 医 院 实验 动物 研究 所 [使 


用 许可 证 : SCXK(!I2013-15]. 


1.1.2 试验 物品 及 试剂 
试验 大 鼠 专 用 基础 饲 粮 、 高 脂 饲 粮 、 垫 料 均 够 自 四 川 普 莱 美 生物 科技 有 限 公 司 ， 试 验 饲 粮 组 成 及 营养 


水 平 见 表 1; SIF 提取 物 购 自 西安 天 丰 生 物 科 技 有 限 公司 , 产品 批号 NF-20140806, 高 效 液 相 色谱 法 检测 SIF 


纯度 为 80%; HLN OB-Rb. JAK2. p-STAT3, SOCS3. NPY 抗体 试剂 盒 ， 均 购 自 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 


RAS; 即 用 型 SABC-AP 试剂 盒 、 二 氨基 联 苯胺 (DAB) 显 色 试剂 , 均 购 自 武汉 博士 德 生 物 工程 有 限 公司 。 


A 1 o 试验 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 干 物质 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets (DM basis) % 


项 目 Items 


基础 饲 粮 Basal diet 


高 脂 饲 粮 High fat diet 


原料 Ingredients 
玉米 淀粉 Corn starch 


MEA Casein 


猪 油 Lard 
XH Wheat bran 


矿物 质 预 混 料 Mineral premix” 


维生素 预 混 料 Vitamin premix? 
合计 Total 

营养 水 平 Nutrient levels? 
代谢 能 ME/(MJ/kg) 


粗 蛋 白质 CP 


HASH EE 


纤维 素 + 抗 性 淀粉 Cellulose+RS 


69.00 


20.00 


5.00 


1.00 


3.50 


1.50 


100.00 


9.51 


20.60 


5.01 


0.68 


59.00 


20.000 


15.00 


1.00 


3.50 


1.50 


100.00 


10.89 


20.50 


14.88 


10.68 


D 矿 物质 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 Mineral premix provided the following per kg of diets: NaCl 4 g, CaHPO3 13 g, K2HPOs 10 g, 


MgSO4 5g, FeSO41g, ZnSO402 go 


N 
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维生素 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 Vitamin premix provided the following per kg of diets: 硫 胶 素 thiamine 100 mg， 核 黄 素 


riboflavin 100 mg， 泛 酸 钙 calcium pantothenate 500 mg， 烟 酸 nicotinic acid 500 mg， 吡 哆 醇 pyridoxine 100 mg， 销 胺 素 


cobalamine 100 mg， 生 物 素 biotin 50 mg， 胆 碱 choline 4 000 mg， 肌 醇 inositol 2 000 mg, VC 1 000 mg, VA 10 000 IU, 


VD34000IU, VE 100 mg, VK 20 mg. 


3) 代 谢 能 为 实测 值 ， 其 余 为 计算 值 。ME was a measured value, while the others were calculated values. 


1.1.3 ”试验 用 有 具 及 仪器 设备 


H 


Leica 冷冻 切片 机 ( 德 


12 ”试验 方法 


多 态 分 析 软 件 ( 江 苏 省 捷达 科技 发 展 有 限 公司 )、 超 净 工 作 台 等 。 


徕卡 有 限 公 司 ) Nikon50i-BF 荧光 生物 数码 显微镜 (日 本 尼康 公司 )、 江苏 捷达 801 


1.2.1 动物 处 理 
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将 80 JRA BABEL E, CE EORR TERI RGB ede 自由 饮水 进食 , 试验 期 间 室 内 温度 保持 在 (20+2) C, 


es 


度 保 持 在 50%~60%。 动 物 适 应 环境 1 周 后 ， 随 机 抓 取 大 鼠 分 为 基础 饲 粮 组 〈12 只 ) 和 高 脂 饲 粮 组 (68 
只 )， 分 别 饲 喂 基础 饲 粮 和 高 脂 饲 粮 。 饲 咀 9 周 后 ， 将 高 脂 饲 粮 组 体重 大 于 基础 饲 粮 组 大 鼠 平均 体重 加 1.4 


倍 标准 差 的 大 鼠 选 出 〈 共 40 只 )， 并 随机 分 为 4 组 ， 即 SIF 干预 低 、 中 、 高 剂量 组 和 肥胖 对 照 组 ， 每 组 10 


A. SIF 干预 低 、 中 、 高 剂量 组 大 鼠 分 别 灌 胃 低 、 中 、 高 剂量 (50、150、450 mg/kg BW) 的 SIF 提取 物 ，SIF 


提取 物 用 0.5% 羧 甲 基 鲜 维 素 钠 溶液 溶解 ,基础 饲 粮 组 和 肥胖 对 照 组 大 鼠 灌 骨 不 含 SIF 提取 物 的 0.5% 羧 甲 基 


针 维 素 钠 溶 液 ， 各 组 大 鼠 均 按 照 2 mL/kg BW 的 灌注 量 进行 灌 胃 。SIF 干预 5 周 ， 记 录 每 周 各 组 大 鼠 的 体重 


变化 。 试 验 中 对 动物 的 处 置 符合 中 华人 民 共 和 国 科学 技术 部 《关于 善待 实验 动物 的 指导 性 意见 》 的 规定 。 


12.2. ”取材 和 切片 


13 周末 将 大 鼠 用 4% 戊 巴 比 妥 腹腔 注射 麻醉 后 全 部 处 死 ， 迅 速 分 离 出 各 肠 段 ， 于 4% 多 聚 甲 醛 溶液 进行 


1.2.3 样品 染色 与 分 析 


固定 。 将 固定 的 组 织 流水 冲洗 过 夜 后 ， 依 次 梯度 酒精 脱水 、 石 蜡 包 埋 、 切 片 ( 厚 4~5 pgm)、 烘 片 后 备用 。 


每 只 大 鼠 选 取 常 规 石蜡 切片 5 张 ， 进 行 苏 木 精 - 伊 红 CHE) 染色 ， 光 学 显微镜 下 观察 组 织 结构 。 


取 每 只 大 鼠 肠 道 组 织 常 规 石 螨 切片 ,进行 免疫 组 织 化 学 SABC 染色 


— 


NPY 的 分 布 与 表达 。 免 疫 组 织 化 学 SABC 染色 步骤 : HEU REID A ii 


后 检测 OB-Rb.JAK2..p-STAT3.SOCS3. 


后 ， 将 切片 侵入 浓度 为 3% 新 鲜 配 制 


的 过 氧化 所 (H202) 中 避 光 反应 30 min， 然 后 用 磷酸 盐 绥 冲 液 (PBS) 洗 3 次 ，95 抗原 修复 15 min, 


10% 山 羊 血清 37 CA 30 min，PBS 洗 3 次 ，PBS 稀释 一 抗 4 C 过 夜 (稀释 比例 均 为 1:200)， 阴 性 对 


照 不 加 一 抗 ，PBS 洗 3 次 ，PBS 稀释 二 抗 1 h( 稀 释 比 例 均 为 1:100), PBS 洗 3 次 后 滴 加 SABC 37 ‘CHE 


透明 、 封 片 、 镜 检 。 试 验 均 设 阴 性 对 照 。 
1.2.4 图 像 采 集 以 及 数据 处 理 


fi 20 min，PBS 洗 4 次 后 DAB 显 色 ， 镜 下 控制 反应 时 间 ， 双 蒸 水 终止 显 色 后 双 蒸 水 洗 4 次， 最 后 脱水 、 


用 光学 显微镜 观察 组 织 切 片 ， 用 Nikon50i-BF 获 光 生物 数码 显微镜 进行 照相 ， 每 个 组 织 选 择 5 张 切片 ， 


每 张 片子 随机 选择 5 个 视野 进行 图 像 采集 。 在 光 镜 200 倍 视野 面积 (4 000 hm2) 内 测定 肠 道 各 因子 的 阳性 表达 


面积 和 平均 光 密 度 。 比 较 不 同 组 间 的 阳性 表达 面积 、 平 均 光 密度 。 用 


SPSS 17.0 统计 软 


牛 进行 单 因 素 方差 分 


析 (one-way ANOVA)。 柱 状 图 数据 以 平均 值 + 标准 差 ( x +SD)〉 表 示 ，P<0.05 表示 差异 显著 。 


2 结果 与 分 析 


ChinaXiv& f'ERRTIJ 
1 21 肥胖 大 鼠 模 型 的 建立 
2 从 第 4 周 开 始 ， 高 脂 饲 粮 组 大 鼠 的 体重 开始 大 于 基础 饲料 组 大 鼠 。 到 第 8 周末 ， 高 脂 饲 粮 组 大 鼠 的 平 


3 ” 均 体重 大 于 基础 饲 粮 组 大 鼠 的 平均 体重 +1.4 标准 差 ， 达 到 肥胖 大 鼠 判 定 标准 鸣 ， 表 明 高 脂 饲 粮 诱 时 的 大 鼠 


4 ”肥胖 模型 建立 成 功 。 


5 22 SIF 对 膳食 诱导 肥胖 大 鼠 体 重 的 影响 


6 从 表 2 可 知 ， 在 SIF 干预 试验 初期 (第 9 周 )，SIF 干预 组 ( 低 、 中 、 高 剂量 组 ) 大 鼠 的 体重 与 肥胖 对 


7 ” 照 组 无 显著 差异 (P>0.05)。 试 验 各 时 期 基础 饲 粮 组 大 鼠 体 重 均 极 显著 低 于 肥胖 对 照 组 (P 二 0.01)。 随 着 时 间 


8 ”的 推移 ， 各 SIF 干预 组 大 鼠 体重 的 增长 幅度 明显 低 于 肥胖 对 照 组 。SIF 干预 5 周 后 (第 13 周 )， 与 肥胖 对 照 


9 ”组 相 比 ， 各 SF 干预 组 大 鼠 体重 均 下 降 ， 并 表现 出 剂量 依赖 性 ， 其 中 中 、 高 剂量 组 极 显著 低 于 肥胖 对 照 组 


-10  (P<0.01). 
X 表 2 ”大豆 异 黄酮 干预 各 时 期 大 鼠 体重 


2 Table 2 Body weight of rats at each period of administration of SIF g 
O | E Gi e 
ead a e T T NE o -T 
Obesity control Low dosage Middle dosage High dosage Basal diet 
89 363.00+6.43 
366.11+6.11 361.22+3.66 364.90+4.41 273.00+5.37" 
Week 9 
第 10 周 " . " 
pnd 385.00+8.61 384.25+6.36 370.98+3.49" 367.29+5.14" 292.45+6.42” 
= Week 10 
第 11 周 . . : 
405.67+11.57 397.56+6.06 378.71+3.93™ 373.50+3.57™ 294.89+10.33"* 
Week 11 
第 12 J& ; ; 
420.86+12.50 414.33+6.60 390.00+4.58*" 370.33+9.05" 306.87+6.82" 
Week 12 
5 13 H EE sek 六 站 
437.57+14.71 432.33+6.64 399.63+5.19” 372.87+8.54 322.83+6.90% 
Week 13 
13 *、## 分 别 表示 与 肥胖 对 照 组 相 比 具 显著 〈P<0.05) 和 极 显著 差异 〈P<0.01 )。 
14 * and ** mean significant difference (P<0.05) and extremely significant difference compared with obesity 


15 control group (P<0.01) , respectively. 

16 22 HE 染色 结果 

17 HE 染色 后 ， 光 学 显微镜 下 观察 发 现 各 组 大 鼠 各 肠 道 组 织 结构 清晰 ， 细 胞 核 染 色 鲜 艳 ， 组 织 切 片 完整 均 
18 ， 义 ， 各 组 均 没 有 明显 异常 病理 变化 (图 1)。 
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十 二 指 肠 空肠 回肠 结肠 直肠 


Jejunum Ileum 


肥胖 对 照 组 


Obesity control group 


低 剂 量 组 


Low dosage group... PA" 
dev 


INE 
中 剂量 组 V ou 
Middle dosage group . 一 


高 剂量 组 


gE ELS XS 
图 1 HE 染色 结果 


Fig.l The results of HE staining (400x) 


23 免疫 组 织 化 学 SABC 染色 结果 
2.3.4 OB-Rb 在 肠 道 中 的 表达 

光学 显微镜 下 对 切片 进行 观察 发 现 ，OB-Rb 表达 阳性 细胞 呈现 黄 神色 ，OB-Rb 阳性 物质 多 表达 于 胞 质 
中 (图 2， 因 各 组 大 鼠 表现 一 致 ， 本 文 仅 展示 了 中 剂量 组 )， 肠 道 从 外 至 内 的 各 层 组 织 中 以 黏膜 层 中 的 固有 层 
表达 最 为 丰富 ， 尤 以 十 二 指 肠 较 明显 。 

如 图 3-A 所 示 ， 基 础 饲 粮 组 大 鼠 OB-Rb 在 各 肠 段 中 的 表达 量 均 显著 高 于 肥胖 对 照 组 (P<0.05)。OB-Rb 
的 表达 量 在 十 二 指 肠 和 直肠 中 表现 为 随 SIF 剂量 的 增加 而 显著 增加 (P<0.053);， 在 空肠 和 回肠 中 表现 为 高 齐 
量 组 显著 高 于 中 、 低 剂量 组 (P<0.05);， 而 结肠 中 则 表现 为 高 、 中 剂量 组 显著 高 于 低 剂量 组 (P<0.05)。 
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图 2 OB-Rb 在 十 二 指 肠 CAO. "EHE (BO. [BUE (CO. h (CODO. EUM); Œ) 


Fig.2 The distribution of OB-Rb in duodenum (A), jejunum (B), ileum 


不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 CP<0.05) 。 
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基础 饲 粮 组 。 同 部 位 数据 柱 标 六 


相同 字母 表示 差异 


Note: I: Obesity control group; II: Low dosage group; III: Middle dosage group; IV: High dosage group; V : Basal diet group. In 


区 


difference (P<0.05) . 


ChinX iv FE 
the same part, data columns with same small letters mean no difference (P>0.05), and different small letters means significant 
3 大豆 异 黄酮 对 大 鼠 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 肠 、 结 肠 、 直 肠 中 OB-Rb. JAK2. p-STAT3. SOCS3, NPY 表达 的 影响 
Fig.3 Effects of SIF on OB-Rb, JAK2, p-STAT3, SOCS3 and NPY expression in duodenum, jejunum, ileum, colon and rectum of 
rats 
6 
7 232 JAK 在 肠 道 中 的 表达 
8 光学 显微镜 下 观察 发 现 ， 整 个 肠 道中 均 有 JAK2 的 表达 (图 4， 因 各 组 大 鼠 表 现 一 致 ， 本 文 仅 展 示 了 中 
9 ”剂量 组 )，JAK2 阳性 反应 呈 棕 褐色 或 棕 黄 色 。JAK2 在 肠 道 各 段 阳性 表达 于 肠 腺 、 肠 绒毛 上 ， 黏 膜 下 层 也 有 
10 KZ. 
11 如 图 3-B 所 示 ， 基 础 饲 粮 组 大 鼠 JAK2 在 各 肠 段 中 的 表达 量 均 显 著 高 于 肥胖 对 照 组 (P<0.05)。JAK2 在 
"12 的 表达 量 在 十 二 指 肠 中 表现 为 低 、 中 剂量 组 显著 高 于 高 剂量 组 (P<0.05)， 在 空肠 中 表现 为 高 剂量 组 显著 高 
Cd 于 中 、 低 剂量 组 P<0.05)， 在 回肠 、 结 肠 和 直肠 中 则 表现 为 随 STF 剂量 的 增加 而 显著 增加 (P<0.05)。 
> | A B E e E $5: 
= E> Sm > IE jm & 4 
uil F E e » p 4 
N4 E T 
as 图 4 JAK2 在 十 二 指 肠 (A)、 空 肠 (BD. EA (C)、 结 肠 (D)、 直 肠 E 中 的 分 布 
“16 Fig.4 The distribution of JAK2 in duodenum (A), jejunum (B) , ileum (C) , colon (D) and rectum (E) 
Sa (200x) 
as 
Go 2.3.3 p-STAT3 在 肠 道 中 的 表达 
20 光学 显微镜 下 观察 发 现 ，p-STAT3 阳性 反应 的 细胞 体 呈 标 褐 色 或 棕 黄 色 (图 5， 因 各 组 大 鼠 表 现 一 致 ， 
21 ”本 文 仅 展 示 了 中 剂量 组 )。 对 整个 肠 道 进行 观察 ， 发 现 肠 道 各 段 均 有 p-STAT3 的 表达 ， 且 上 肠 道 各 有 段 B 
22 RAS AAT IR, RE. BRP EE. 
23 如 图 3-C 所 示 ， 除 空肠 外 ， 基 础 
24 0.05). p-STAT3 的 表达 量 在 十 二 指 肠 ， 
25 ”剂量 组 显著 高 于 低 、 高 剂量 组 (P<0.05)， 低 剂量 组 显著 高 
26 ”组 显著 高 于 低 剂量 
27 


性 产物 
TRAE BR p-STAT3 在 各 肠 段 中 的 表达 量 均 显著 高 于 肥胖 对 照 组 (P< 


表现 为 低 剂量 组 显著 高 于 中 、 高 剂量 组 (P=0.05); 在 空 
ZH(P<0.05); 在 结肠 表现 为 高 剂量 组 显著 高 


高 剂量 组 (P 二 0.05)， 在 回 
于 低 、 


口 


表现 为 中 


高 剂量 
FP 剂 量 组 (P 二 0.05)， 低 剂量 组 


于 中 剂量 组 (P<0.05);， 而 在 直肠 则 表现 为 随 SIF 剂量 的 增加 而 显著 增加 (P=0.05)。 
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图 5 p-STAT3 在 十 二 指 肠 CAO. "EA CBO. [BUS (CO. A (DO. EUM, (EO 中 的 分 布 


Fig.5 The distribution of p-STAT3 in duodenum (A) ,jejunum (B) ,ileum (C) , colon (D) and rectum 
(E) (2000 

2.3.4 SOCS3 在 肠 道中 的 表达 

光学 显微镜 下 观察 发 现 ，SOCS3 阳性 染色 呈 棕 褐色 或 棕 黄色 ， 主 要 定位 于 细胞 质 ( 图 6， 因 各 组 大 鼠 表 
现 一 致 ， 本 文 仅 展示 了 中 剂量 组 )。 在 整个 肠 道 中 均 有 SOCS3 阳性 表达 产物 ， 阳 性 产物 集中 表达 在 黏膜 层 中 
的 固有 层 。 

如 图 3-D 所 示 ， 基 础 饲 粮 组 大 鼠 SOCS3 在 各 肠 段 中 的 表达 量 均 显 著 高 于 肥胖 对 照 组 (P<0.05)。SOCS3 
的 表达 量 在 十 二 指 肠 中 表现 为 高 、 中 剂量 组 显著 高 于 低 剂 量 组 (P<0.05);， 在 空肠 中 表现 为 低 、 中 剂量 组 显 
著 高 于 高 剂量 组 (P 过 0.05); 在 回肠 中 表现 为 低 剂 量 组 显著 高 于 中 、 高 剂量 组 (P 过 0.05); 在 结肠 中 表现 为 低 、 
中 剂量 组 显著 高 于 高 剂量 组 (P<0.05); 在 直肠 中 表现 为 高 剂量 组 显著 高 于 低 、 中 剂量 组 (P<0.05)。 


图 6 SOCS3 在 十 二 指 肠 (A)、 空 肠 (B)、 回 肠 〈C)、 结 肠 (D)、 直 肠 E) 中 的 分 布 
Fig.6 The distribution of SOCS3 in duodenum (A) ,jejunum (B) ,ileum (C) , colon (D) and rectum 
(E) (200x) 

2.3.5 NPY 在 肠 道 中 的 表达 

光学 显微镜 下 观察 发 现 ，NPY 阳性 反应 呈 桂 褐色 或 棕 黄 色 ( 图 7， 因 各 组 大 鼠 表 现 一 致 ， 本 文 仅 展 示 了 
中 剂量 组 )。 在 各 肠 道 的 浆 膜 至 秋 膜 下 层 以 及 十 二 直肠 区 域 均 有 粗大 的 NPY 阳性 神经 纤维 ， 而 在 回肠 区 域 
NPY 阳性 神经 纤维 开始 减少 。NPY 阳性 神经 纤维 分 布 密度 与 神经 从 的 分 布 可 能 直接 相关 ， 存 在 小 血管 的 地 
方 几乎 都 有 NPY 阳性 神经 纤维 的 伴 行 。 

如 图 3-E rw. 基础 饲 粮 组 大 鼠 NPY 在 各 肠 段 中 的 表达 量 均 显著 高 于 肥胖 对 照 组 (P<0.05)。NPY 的 表 
达 量 在 十 二 指 肠 和 结肠 中 表现 为 高 剂量 组 显著 高 于 中 、 低 剂量 组 (P<0.05);， 在 空肠 、 回 肠 和 直肠 中 则 表现 


为 随 SIF 剂量 的 增加 而 显著 增加 (PP 二 0.05)。 


25 


26 


图 7 NPY 在 十 二 指 肠 〈A)、 


zø Bh H O 


Ce sr. a 
Io A D 
we aes Pe 
A b E = "4. 
S CT SON 

2 odi 
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Fig.7 The distribution of NPY in duodenum (A) ,jejunum (B) ,ileum (C) , colon (D) and rectum (E) 


3 W ie 


3.1. SIF 对 膳食 诱导 肥胖 大 鼠 体重 的 影响 


近年 来 ， 肥 胖 及 相关 疾病 的 患 病 率 迅速 增加 ， 尤 以 西方 
个 风险 因素 ， 因 此 如 何 有 效 减轻 或 防止 肥胖 具有 重要 意义 。 本 看 


饲料 添加 剂 ， 通 过 抑制 脂肪 细胞 分 化 071， 
善 动物 肥胖 状态 。 


SEL 
FERRE C REIR CREER EUR EME f, D 


(200x) 


缩小 脂肪 细胞 面积 3， 


国家 更 为 明显 ， 肥 胖 已 成 为 危害 公 


健康 的 一 


究 中 SIF 干预 后 可 显著 降低 肥胖 大 鼠 的 体 
这 与 Ali SEP, Orgaard 等 05 研 究 结果 相 一 致 ， 肥 有 翌 大 鼠 体重 随 SIF 剂量 增加 而 降低 ， 表 明 SIF 具有 减 
重 作用 并 呈 剂 量 依赖 性 。 研 究 表明 ，SIF 可 显著 降低 甘油 三 酯 、 总 胆固醇 以 及 低 密度 脂 和 蛋白， 同时 提高 高 密 


此 ， 在 畜牧 业 应 用 中 ， 可 将 SIF 


作为 一 种 


减少 脂肪 沉积 09， 降 低 Lep 抵抗 ， 从 而 改 


32 SIF 对 肥胖 大 鼠 肠 道 OB-Rb、JAK2、p-STAT3、SOCS3 和 NPY 表达 的 影响 


El-Haschimi 等 2 调查 发 现 ， 大 多 数 肥 胖 患 者 血清 
水 平 的 血清 Lep 并 未 使 患者 体重 减轻 ， 提 示 发 生 Lep 抵抗 ， 并 


H Lep 水 平 显 著 高 于 正常 人 群 ， 称 作 高 Lep Í 


JE, [Hi 


E 靳 这 种 抵抗 是 肥胖 的 根本 原因 。 


目前 认为 


Lep 抵抗 涉及 中 枢 和 外 周 抵抗 2 种 机 制 259。 数 据 显 示 ， 在 饮食 诱导 肥胖 中 ，Lep 抵抗 主要 发 生 在 血 脑 屏障 
缺陷 和 受 体 信号 转 导 通路 缺陷 2 个 环节 P9。 

本 试验 结果 表明 ， 在 SIF 干预 的 肥胖 大 鼠 肠 道中 ，OB-Rb、JAK2、p-STAT3、SOCS3 以 及 NPY WA 
达 ， 这 与 Cammisotto 等 89 的 研究 相 一 致 。 研 究 显示 SIF 是 一 种 相对 较 强 的 峻 激素 受 体 激动 剂 ， 具 有 潜在 的 


减少 前 脂肪 细胞 的 作用 ， 其 发 挥 肥胖 逆转 


穿 过 血 脑 屏障 为 大 脑 提 供 机 体 脂肪 储备 信 


息 ， 并 进行 负 反 馈 调节 2 


EFAS Lep AR, AIRDE Lep 的 主要 来 源 ， 


Lep 能 


]， 同 时 脂肪 也 会 干扰 Lep、OB-Rb 以 及 


NPY。 作 为 Lep 的 主要 功能 受 体 ，OB-Rb 在 中 枢 和 外 周 系统 均 有 分 布 ， 但 主要 分 布 在 下 丘脑 91， 


用 是 控制 饱 腹 感 、 能 量 消耗 以 及 其 他 神经 内 分 泌 功 能 
EARJE, FER STAT 磷酸 化 和 STAT 转录 结合 的 水 平常 被 作为 Lep 的 信号 标记 。 本 研究 发 现 ， 在 


501. JAK/STAT 是 Lep 生物 学 作用 的 主要 信 


其 主要 作 


号 通路 61， 


26 


27 


高 脂 饲 粮 诱 导 的 肥胖 对 照 组 大 鼠 的 各 肠 段 中 ，OB-Rb、JAK2、p-STAT3 以 及 NPY 的 表达 量 均 显著 低 于 基础 


饲 粮 组 ， 这 可 能 与 肥 用 
的 功能 性 多 肽 ， 随 着 


馈 调节 。SIF 干预 肥 用 


道 消 化 液 分 泌 及 物质 吸收 ， 减 弱 Lep IP, H 
究 ， 现 已 证 实 ,，SOCS3 在 脑 中 特异 性 的 缺乏 能 在 一 定 程度 上 抑制 肥胖 B239。 本 试验 中 SOCS3 在 各 肠 段 


Zt 


大 鼠 脂 肪 的 增加 
体内 脂肪 含量 的 增 


大 鼠 后 肠 道 OB-Rb 表达 增加 ， 加 快 了 JAK2 的 活化 以 及 STAT 的 磷酸 化 ， 从 而 抑制 肠 


表达 不 一 致 ， 不 同 剂量 间 差 异 不 明显 ， 说 明 SOCS3 作为 Lep 的 负 性 调节 因子 ， 在 肠 ; 
言 号 通路 作用 不 显著 ， 从 而 在 一 定 程度 上 减弱 了 Lep 抵抗 作用 ， 
神经 肽 , 在 食物 摄 入 和 能 
OB-Rb 表达 量 的 升 高 并 没有 抑制 NPY 这 下 


重 的 增加 。 究 其 原因 ， 虽 然 WP 了 表达 增加 ， 但 作 月 


化 吸收 的 调节 。 然 而 Ob-Rb 


lii 


密切 相关 ， 由 于 Lep 是 


日 此 产生 抑 食 和 减 习 


是 否 参 


是 否 存在 相互 作用 ， 还 需 更 名 
4 结 论 


致 和 深入 的 试验 来 探寻 。 


由 脂肪 细胞 分 泌 并 感知 和 调节 机 体 自身 能 量 


加 ，Lep 分 泌 加 速 ， 从 而 激活 JAK/STAT 信号 通路 对 脂肪 进行 负 反 


效应 。SOCS3 诱导 Lep 抵抗 的 作用 已 被 广 


道中 抑制 JAK/STAT 的 


食欲 刺激 


缓解 了 肥胖 症状 。NPY 作为 一 和 


45 SIF 的 调节 作用 ，OB-Rb、 


有 效果 可 能 不 如 OB-Rb 介 导 JAK/STAT 信和 号 通路 对 肠 道 消 


消耗 调节 中 起 着 重要 的 作用 ,其 过 度 表 达 会 诱导 大 鼠 体重 增加 B53。 在 本 试验 中 ， 
中 促 食 肽 的 表达 ， 其 反而 呈现 剂量 依赖 性 的 增加 ， 但 并 没有 导致 体 


JAK2、p-STAT3、SOCS3 以 及 NPY 在 肠 道 


QD SIF 可 增加 肠 道 OB-Rb 的 表达 ， 激 发 JAK/STAT 信和 号 转 导 通 路 ， 改 善 能 量 代谢 ， 减 弱 肥 胖 大 鼠 Lep 


抵抗 状态 。 
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Effects of Soybean Isoflavone on Signaling Transduction Path of Leptin-Dependent Janus Kinase/Signal 
Transduction and Activator of Transcription in Intestine of Obese Rats 
LI Like! LUO Qihui'? TANG Xiuying! HUANG Chao! CHEN Xiaolin! LIU Wentao!? CHEN 
Zhengli!?* 

(1. Laboratory of Animal Disease Model, College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, 
Chengdu 611130, China; 2. Engineering and Technology Center for Laboratory Animals, Sichuan Agricultural 
University, Ya 'an 625014, China) 

Abstract: This study was conducted to study the regulatory effect of signaling transduction path of leptin-dependent 
Janus kinase (JAK)/signal transduction and activator of transcription (STAT) in intestine of obese rats treated with 
soybean isoflavone (SIF), and discuss the intervention mechanism of SIF on obese rats. Eighty SD male rats with 
the age of 5 weeks were randomly divided into basal diet group and high fat diet group after adapt to the 
environment 1 week, and the rats in basal diet group and high fat diet group were fed with basal diet and high fat 
diet, respectively. After feeding 9 weeks, the food-induced obese rat models were successfully established in high 
fat diet group. Forty obese rats were selected to divide into 4 groups which were SIF interfering low, medium and 
high dose groups and obesity control group, and each group had 10 rats. The rats in low, medium and high dose 
groups were given 50, 150 and 450 mg/kg BW SIF and the rats in basal diet group and obesity control group were 
given solvent agent through stomach for 5 weeks. During the experiment, the body weight of rats were measured, 


and the expression and distribution of obese receptor b (OB-Rb), Janus kinase 2 (JAK2), phosphorylated signal 
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transducer and activator of transcription 3 (p-STAT3), suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) and 
neuropeptide Y (NPY) were detected by immunohistochemical staining of SABC method. The results showed as 
follows: the body weight of basal diet group was extremely significantly lower than that of obesity control group at 
each period (P<0.01). After 5 weeks of SIF intervention, the body weight of SIF intervention groups was 
decreased compared with obesity control group and showed a dose-dependence relationship, and the middle and 
high dose groups was extremely significantly lower than obesity control group (P«0.01). OB-Rb, JAK2, p-STAT3, 
SOCS3 and NPY of rats of each group all existed in duodenum, jejunum, ileum, colon and rectum. Compared with 
basal diet group, the expression levels of OB-Rb, JAK2, p-STAT3, SOCS3 and NPY at different intestine segments 
of rats of obesity control group were significantly decreased (P<0.05). Compared with obesity control group, the 
expression levels of OB-Rb, JAK2, p-STAT3 and NPY at different intestine segments of rats of SIF intervention 
groups were obviously increased, and overall showed a dose-dependence relationship. The results suggest that SIF 
can increase the expression of intestinal OB-Rb, and activate the JAK, accelerate the STAT phosphorylation, and 
improve the energy metabolism, attenuate the leptin resistance, and then play a role on weight loss of obese rats. 

Key words: soy isoflavones; immunohistochemical staining of SABC method; OB-Rb; JAK2; p-STAT3; SOCS3; 


NPY; obese rat 


